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lacticas, aisladas de un queso
de cabra artesanal,
en funcion de su aptitud
tecnolégica y elaboracion
de un cultivo iniciador
destinado a la industrializacion
de quesos artesanales
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| objetivo general de esta Tesis Doctoral fue

seleccionar desde un punto de vista tecno-
légico cepas de bacterias lacticas autdctonas,
con vistas a la obtencién de variedades de que-
so tradicionales conservando sus caracteristicas
originales.

Para este estudio se seleccionaron 31 cepas
de la coleccion de bacterias lacticas aisladas de
un queso de cabra artesanal, el queso de Arma-
da, variedad Sobado. Dichas cepas identificadas
a nivel de especie fueron caracterizadas genéti-
camente y sometidas a pruebas de compatibili-
dad y a ensayos de resistencia a antibidticos.

Sobre los cultivos celulares de dichas cepas
se realizaron estudios cuantitativos de veloci-
dad de acidificacidn, actividad proteolitica por
el test OPA y actividad enzimatica mediante
galerias API-ZYM. Sobre los extractos libres de
células se determinaron las actividades amino-
peptidasa, carboxipeptidasa, dipeptidasa, casei-
nolitica y esterolitica. Los resultados obtenidos
nos permitieron seleccionar hasta un total de
13 cepas adecuadas para su uso como cultivo
iniciador.

A continuacidn se elaboraron seis lotes de
queso de Armada: uno de ellos con leche cruda,
sin la adicion de cultivos, otro con leche pasteri-
zada empleando un cultivo iniciador comercial
mesofilo y los otros cuatro lotes con leche pas-
terizada empleando diferentes combinaciones
de las siguientes cepas autdctonas: Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis, Enterococcus raffinosus, Leu-
conostoc mesenteroides subsp. mesenteroides y
Lactobacillus plantarum.

En cada uno de los lotes se recogieron mues-
tras de leche, cuajada y queso con 7, 15,30, 60y
120 dias de maduracién con objeto de estudiar
la evolucién de los recuentos microbioldgicos, la
de los pardmetros fisico-quimicos y bioquimicos
y realizar un andlisis sensorial.

Los quesos producidos a partir de leche pas-
terizada inoculada con los cultivos iniciadores
experimentaron durante las primeras etapas de
la maduracién un descenso del pH mayor que los
elaborados con leche cruda. Elincremento enla
acidez titulable también fue mas pronunciado en
las cuajadas elaboradas con leche pasterizada
inoculada con los cultivos iniciadores pero con
la maduracidn los quesos experimentaron un
incremento de acidez inferior al de los elabora-
dos con leche cruda.

La evolucidn del contenido en lactosa tam-
bién difirié de unos lotes a otros, siendo indetec-
table en el lote elaborado con leche cruda a partir
de la primera semana de maduracion.

La extension de la proteolisis, determinada
por el Nitrégeno Soluble a pH 4,4 (%NS-pH
4,4/NT) fue muy escasa en todos los lotes de que-
so. Por el contrario, la profundidad de la proteo-
lisis (NS-TCA12%/NT) fue mds intensa, si bien exis-
tieron diferencias entre lotes. El contenido en
Nitrégeno Soluble en PTA5% (%NS-PTA5%/NT)
mostrd un incremento mas o menos acusado en
todos los lotes. La relacién mas baja entre los
péptidos hidrofébicos y los hidrofilicos al final de
la maduracién se obtuvo en los quesos que mejo-
res puntuaciones globales obtuvieron en el ana-
lisis sensorial.

El andlisis sensorial se realizé por un panel
de ocho catadores evaluando el aspecto de la
pasta, olor, textura en boca, sabor y aroma, per-
sistencia y gusto residual. Los cultivos empleados
establecieron diferencias sensoriales entre los
distintos lotes de queso.
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as beta-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) son enzimas que hidrolizan cefalos-
porinas incluidas las de amplio espectro y los
monobactamas pero no las cefamicinas o los car-
bapenemas y son inhibidas por el dcido clavu-
lanico, el sulbactam y el tazobactam. Desde su
primera descripcién en la década de 1980 han
supuesto un importante problema de salud publi-
ca a nivel nosocomial y en los Gltimos afios en la
comunidad. En esta Tesis se analizd la epidemio-
logfa, la estructura poblacional y se profundizé
en el estudio de los elementos genéticos impli-
cados en la diseminacién de las enterobacterias
productoras de BLEE tanto en el ambito hospi-
talario (Hospital Universitario Ramén y Cajal)
como en el extrahospitalario (Area sanitaria 4 de
Madrid) mediante la aplicacién de diferentes téc-
nicas de microbiologia molecular. Se realizaron
estudios epidemioldgicos de portadores fecales
que mostraron un aumento en la prevalencia de
pacientes hospitalizados y de individuos de la
comunidad colonizados con enterobacterias con
BLEE. Se constatd una gran variabilidad de tipos
de BLEE, con un predominio de las enzimas CTX-
M-14 y SHV-12, principalmente en aislados de la
comunidad y del medio ambiente. Asimismo, se
observd un notable cambio epidemioldgico por
la introduccién en los ltimos afios de enzimas
del grupo CTX-M-1. También se analizé especifi-

camente la epidemiologia de aislados clinicos de
Klebsiella pneumoniae productor de BLEE dénde
se mostré igualmente un aumento de los aislados
de pacientes de la comunidad, una elevada diver-
sidad clonal con escasos brotes, la emergencia 'y
persistencia de distintas BLEE y la presencia de
plasmidos altamente transmisibles asociados a
distintos tipos de enzimas. En esta Tesis se des-
cribié un nuevo integrén (In117) donde se localiza
el gen blacTx m-> Y que constituye uno de los
pocos ejemplos de integrones de clase 1 caracte-
rizados en detalle y que remarca el papel de Tn21
en la diseminacién de estas plataformas. También
se analizaron los aspectos especificos relaciona-
dos con la diseminacion de b’“CTX—M-1 que estd
asociada esencialmente a la dispersion de plas-
midos IncK entre cepas uropatogénicas de E. coli
de los grupos A, D y B1 con una sobrerrepresen-
tacién de determinados clones. La presencia de
distintos alelos de b’aCTX-M-14 localizados en
diferentes plataformas genéticas (asociados a
ISCR1 0 ISEcp1) indicarfa la existencia de distintos
eventos de movilizacién y la posible influencia
del entorno genético en su diseminacién. En el
caso de b’“SHV-u su diseminacidn estd asociada
a la dispersion de plasmidos altamente transmi-
sibles del grupo Incl con un alto poder de recom-
binacién como refleja la presencia de cointegra-
dos Incl-IncN. Estos hallazgos, esenciales para
explicar la actual epidemiologia de las BLEE, han
partido de los estudios de vigilancia epidemiold-
gica realizados en los distintos compartimentos,
y son necesarios para disefar medidas para el
control de su diseminacién. El escenario descrito
es altamente complejo, donde las epidemias por
clones especificos, la diseminacién y manteni-
miento de pldsmidos y la captura de genes por
determinadas plataformas genéticas han contri-
buido en la evolucién y endemia local de micro-
organismos productores de BLEE.
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seudomonas syringae es una bacteria fitopa-

tégena Gram-negativa ampliamente exten-
dida en la naturaleza, capaz de colonizar una gran
variedad de hospedadores. P. syringae es respon-
sable de la induccidn, en plantas resistentes, de
una respuesta localizada de muerte celular pro-
gramada, que determina el fallo de la infeccidn
(HR), asi como de la patogénesis en plantas sus-
ceptibles. En estos procesos participan diversos
factores de virulencia entre los que se incluye el
sistema de secrecion tipo 11l (T3SS), consistente
en un complejo proteico transmembrana encar-
gado de translocar pequefias proteinas, llama-
das efectores, al interior de la célula vegetal.
Estos efectores modulan diversos procesos celu-
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lares en beneficio de la bacteria, como la supre-
sion de mecanismos de defensa. El andlisis mo-
lecular de la contribucién de cada factor en el
proceso de virulencia, asi como de las relaciones
funcionales que existen entre ellos, es esencial
para comprender la patogénesis de P. syringae.

En esta tesis se analiza el papel de los efec-
tores secretados por el sistema de secrecion
tipo Il en Pseudomonas syringae. Para ello, se ha
puesto a punto un método de analisis de virulen-
cia consistente en el uso de infecciones mixtas
para incrementar la sensibilidad y precision de los
mecanismos de virulencia tradicionales. Mediante
el uso de este método de andlisis, se ha podido
detectar cuantitativamente la contribucidn de un
gran nimero de efectores a la virulencia bacte-
riana de Pseudomonas syringae. También se ha
aplicado este método para la identificacion de
nuevos efectores y, combinado con técnicas
de andlisis molecular, para la caracterizacién del
efector HopZ1a y de los mecanismos de defensa
disparados por dicho efector.
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os antibidticos son una de las principales

herramientas para el tratamiento de las enfer-
medades infecciosas. Desde la introduccion de
los antibidticos en la practica clinica, el desarrollo
y la progresiva dispersién de mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos entre las bac-
terias han ido en aumento. La adquisicion de
estos mecanismos por parte de los microorga-
nismos de relevancia clinica es un fenémeno alar-
mante tanto desde el punto de vista de la sanidad
animal como del de la salud publica. En este tra-
bajo se caracterizan los mecanismos de resisten-
cia a antibidticos en bacterias de la familia Pas-
teurellaceae.

En primer lugar, se analizan los mecanismos
moleculares de resistencia a B-lactamicos en el
patdgeno de origen porcino [Haemophilus para-
suis] describiendo la diseminacién clonal de una
cepa portadora del nuevo pldsmido movilizable
de la Superfamilia ColE1, pB1000. Este replicén
tiene 4613 pb, codifica la B-lactamasa ROB-1y es
el responsable del fenotipo de resistencia en [H.
parasuis]. A continuacion, se caracteriza la resis-
tencia a antibidticos en aislados de origen porci-
no de la especie Pasteurella multocida. La resis-
tencia a -lactamicos en P. multocida se debe a
la presencia de pB1000, o del nuevo pldasmido
pB1002, idéntico al anterior, pero con la insercién
del elemento transponible ISApl1 corriente aba-
jode b’“ROB—r Adicionalmente a la resistencia a
(3-lactdmicos, estas cepas de P. multocida presen-
tan resistencia a tetraciclinas y/o estreptomicina.

Los mecanismos de resistencia a estos antibi6ti-
cos estan mediados por los genes tet(H), tet(B)
y tet(O), en el caso de la resistencia a tetracicli-
nas, y por strA, en el caso de la resistencia a
estreptomicina. Todos los genes descritos se
encuentran localizados en pldsmidos pequefios,
y cada cepa porta entre dos y tres de estos repli-
cones. Se ha determinado la secuencia nucleoti-
dica completa de todos los replicones de estas
cepas, describiendo en total siete plasmidos, que
codifican un maximo de dos determinantes de
resistencia cada uno. En la inmensa mayorfa de
las bacterias, la multirresistencia mediada por
plasmidos se debe grandes pldsmidos que acu-
mulan numerosos genes de resistencia. En este
caso, sin embargo, la multirresistencia se ha obte-
nido gracias la convivencia de dos o tres plasmi-
dos pequefios (de entre 4 y 6 kb) en la misma
cepa. De este modo, esta es una nueva estrategia
evolutiva de adquisicion de resistencia multiple
en la familia Pasteurellaceae.

Finalmente, se descubre la presencia del plas-
mido pB1000 y de su derivado pB1000’, en cepas
del patégeno humano Haemophilus influenzae ais-
ladas de pacientes en distintos hospitales en Espa-
fia. Se ha estudiado la dispersiéon de pB1000 en
Espafia y los mecanismos de transmisién de
pB1000 entre patégenos animales y humanos de
la familia Pasteurellaceae, comprobado que se
puede movilizar por conjugacién y transforma-
cién hacia P. multocida y H. influenzae. Aqui pro-
ponemos a P. multocida como el posible vehiculo
de transmisién de mecanismos de resistencia a
antibidticos, como pB1000, entre los patégenos
animales de la familia Pasteurellaceae y H. influen-
zae. Esta hipdtesis se sustenta en los datos de
nuestro estudio y en le hecho de que P. multoci-
da es la tnica especie de esta familia que coloniza
tanto a hombres como a animales.

En conclusidn, en este trabajo se caracteri-
zan los mecanismos moleculares de resistencia
alos principales antibidticos de relevancia clinica
en los patégenos porcinos [H. parasuis]y P. mul-
tocida, descubriendo una nueva estrategia de
adquisicién de multirresistencia a antibidticos.
Ademds, se analiza la dispersidn de estos deter-
minantes de resistencia hacia el patégeno huma-
no de mayor relevancia de la familia Pasteurella-
ceae, H. influenzae.
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A roma is one of the most important attributes

involved in wine quality. Current trend in

winemaking consists of producing wines with dif-
ferent aroma nuances to offer variety of wines

to a developing market. Several studies have
demonstrated that low temperature fermenta-
tions favours aroma synthesis and retention. In
this background, new wine yeasts able to perform
fermentation at low temperatures improving
wine aroma while maintaining good fermentation
rates are necessary. This doctoral thesis explores
the oenological traits of different Saccharomyces
species and hybrids relevant for present-day wine
industry, especially regarding aroma production,
as well as the molecular bases underneath. This
exploration has been possible using different bio-
chemical, analytical chemistry and molecular tech-
niques to perform enzymatic activity detection,
aroma profile determination and transcriptome
analysis in wine fermentations. Through this doc-
toral thesis the abilities of different Saccha-
romyces species and hybrids regarding primary
aroma release and secondary aroma production,
especially at low temperatures, has been eluci-
dated in order to know the different possibilities
that these yeasts offer to create new wines with
different aromatic nuances. One of the general
conclusions of this doctoral thesis is that produc-
tion and release of aromas in winemaking
depends on the strain carrying out the fermenta-
tion process. Nevertheless, sometimes there was
a species tendency. On the other hand, the fact
that fermentation temperature affects aroma
synthesis but not always in the direction to aroma
increase has been demonstrated.
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En la presente tesis doctoral se ha realizado un
estudio ecoldgico molecular de enterococos
en alimentos. En primer lugar se estudiaron los
factores de riesgo en enterococos procedentes
de alimentos de Marruecos. Los resultados
encontrados mostraron que E. faecalis presentd
mayor resistencia a los antibidticos de interés cli-
nico que E. faecium. La incidencia de factores de
virulencia también fue mucho mayor en E. faeca-
lis, especialmente para los genes que codifican
para feromonas sexuales, adhesina del coldgeno,
antigeno de endocarditis enterocdcico y proteina
de superficie enterocdcica. Los resultados obte-
nidos sugieren que la calidad sanitaria de los ali-
mentos deberia mejorarse para disminuir la inci-
dencia de enterococos.

Se realizd asi mismo un estudio sobre resis-
tencia a antibidticos, virulencia y bacteriocinas en
enterococos aislados de alimentos de origen ani-
mal procedentes de Serbia y Azerbaiyan. Como
en el caso anterior, la incidencia de factores de
virulencia y de resistencia a antibidticos fue
mucho mayor en E. faecalis. Respecto a la produc-
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cién de aminas bidgenas, E. faecalis mostré mayor
actividad descarboxilasa para la tirosina, mientras
que E. faecium mostré una capacidad descarbo-
xilasa mds amplia, implicando a la tirosina, orniti-
na, lisina e histidina. Se detectaron cepas produc-
toras de sustancias antimicrobianas, y mediante
PCR se detectaron genes que codifican para las
enterocinas A, B, P, L50 y 1071. Los resultados
obtenidos aumentan la preocupacién por el posi-
ble papel de los enterococos como reservorios
para la diseminacidn de resistencia a antibiéticos
y rasgos de virulencia en alimentos.

Respecto a la valoracién de la seguridad y a
la produccién de bacteriocina de E. faecium aisla-
do de pescado y marisco, los resultados median-
te ERIC-PCR mostraron que todos los aislados se
agrupaban en grupos gendmicos bien definidos
de acuerdo a su origen. Se observaron activida-
des antibacterianas frente a Listeria, S. aureus y
otros enterococos. Con este trabajo se demues-
tra que los enterococos productores de bacte-
riocina carentes de caracteres inadecuados,
podrian ser grandes candidatos para contribuir
ala conservacién de pescado o mariscos.

En esta tesis doctoral se desarroll6 un siste-
ma de clasificacion para plasmidos aislados de
enterococos y otras Gram-positivas, basdando-
se en las regiones conservadas de los genes de
iniciacién de la replicacion (rep). Se definieron
19 familias de replicones (familias rep). La pre-
valencia de estas familias fue probada en una
coleccién de enterococos de origen animal y
humano. Se detectaron diferencias en la preva-
lencia de estas familias, siendo rep9 la familia
mas frecuente encontrada en E. faecalis y rep2
la mds frecuente en E. faecium.

Por ultimo, se ha llevado a cabo una carac-
terizacion de los mecanismos de resistencia a gli-
copéptidos en cepas de origen alimentario,
mediante el sistema de familias rep. Todas las
cepas de E. faecalis contenian plasmidos de la
familia repg (del tipo pAD1). Dichos plasmidos
estan involucrados en la transmision del Tn1546.
La cepa E. faecium contenfa un replicén pertene-
ciente a la familia rep2 (del tipo pRE25), asociada
a la presencia del Tn1546. Con este trabajo se
demuestra que la presencia de resistencia a gli-
copéptidos en plasmidos de respuesta a feromo-
nas podria aumentar la transferencia de resisten-
cia entre diferentes nichos ecoldgicos.
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Botrytis cinerea es un hongo fitopatégeno
causante de la podredumbre gris y conside-
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rado como uno de los principales patégenos
responsable del deterioro de frutas y hortalizas,
y por tanto, responsable de grandes pérdidas
econdémicas. B. cinerea es un hongo necrotrofo
que requiere la muerte de las células vegetales
para poder alimentarse y desarrollar la infec-
cién. Sin embargo, los mecanismos que partici-
pan en estos procesos atin no han sido esclare-
cidos en su totalidad.

En este sentido, se procedid al estudio de
expresion génica diferencial durante la interac-
ién B. cinerea - tomate para entender los proce-
sos que desencadenan los factores y mecanismos
de patogenicidad durante el establecimiento y
progreso de esta interaccion. Este trabajo pre-
tende continuar el estudio de dos productos géni-
cos, ddB47 y ddB2, cuya expresidn es inducida
especificamente durante la interaccién B. cinerea
-tomate, lo que hace suponer que estdn implica-
dos en el proceso de infeccién.

El fragmento de cDNA ddB47 se hibridaba
con dos RNA mensajeros de distinto tamafio
molecular que resultaron ser de dos genes dis-
tintos; ddB47A, mas tarde renombrado Bcmimp1,
que codifica el RNA mensajero de mayor tamafio
y ddB47B, que codifica el RNA mensajero de
menor tamafio. El segundo fragmento de cDNA,
ddB2, permitid localizar al tercer gen que se des-
cribe en este trabajo, Bde2, denominado poste-
riormente Bctci1.

El gen Bcmimp1 se expresa durante el cre-
cimiento saprofitico, siendo méxima durante la
fase de germinacion y durante las fases de pene-
tracion, expansion de las lesiones dispersivas y
de colonizacién y maceraciéon del tejido de la
planta huésped. La proteina que codifica el gen
Bcmimp1 fue determinada por medios bioinfor-
maticos y parece ser una proteina estructural
localizada en la membrana interna de la mito-
condria. El intento de marcar la proteina con
GFP para estudiar su localizacién celular permi-
tié constatar que la proteina se encuentra loca-
lizada en la membrana de la mitocondria y que
su extremo carboxi-terminal tiene una funcién
importante. De este modo podemos concluir que
la proteina BCMIMP1 sea parte estructural de un
complejo proteico anclado en la membrana mito-
condrial interna. Los mutantes ABcmimp1 obte-
nidos no presentan diferencias fenotipicas
durante el crecimiento saprofitico de B. cinerea,
pero si muestran un aumento de su capacidad
infectiva sobre tomate si se comparan con el
tipo silvestre. Es posible argumentar que la pro-
teina BCMIMP1 esté relacionada con el metabo-
lismo mitocondrial y que su eliminacién conduce
a una desorganizacion de la membrana mito-
condrial que produce un fenotipo mas virulento
in planta.

Elintento de identificacion y aislado del gen
Bde47B fue infructuoso, pero las distintas apro-
ximaciones experimentales condujeron a la
deteccién de genes transcritos en las mismas
condiciones experimentales de este trabajo.

El estudio de la proteina BCTC1 permitid iden-
tificarla como una ciclina relacionada con trans-
cripcién. Todos los mutantes ABctc1 presentan
un fenotipo letal, por lo que fue imposible Ia
caracterizacion del gen durante el proceso de
infeccion.

Los resultados obtenidos durante este estu-
dio nos hacen creer que durante la interaccion de
B. cinerea - tomate tanto la actividad mitocondrial
como la transcripcién de genes estdn modulan-
do el metabolismo del hongo.
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atuberculosis (TB) representa uno de los pro-

blemas sanitarios mds importantes en el mun-
do ya que, aunque existe un tratamiento, mueren
anualmente entre dos y tres millones de personas
a causa de esta enfermedad. En algunos casos, el
largo periodo de tratamiento quimioterapéutico
de la TB hace que algunos pacientes no lo cum-
plan correctamente y que aparezcan cepas resis-
tentes a los antimicrobianos tradicionales. Por
esta razén, urge encontrar métodos de tratamien-
to alternativos y, en este sentido, lainmunotera-
pia merece una consideracién particular.

La inmunoterapia asociada a la quimiotera-
pia permite inducir una respuesta inmune favo-
rable para poder combatir el bacilo dela TBy, al
mismo tiempo, reducir el periodo de tratamiento
evitando los problemas de incumplimiento. Uno
de los agentes inmunomoduladores mas estu-
diados para el tratamiento de la TB es el sapro-
fito Mycobacterium vaccae. Durante dos décadas
se han realizado diversos estudios clinicos utili-
zando M. vaccae en diferentes partes del mundo
y la conclusidén principal a la que se ha llegado es
que la eficacia varia entre individuos. En estos
estudios se han usado soluciones de M. vaccae
y composiciones derivadas de éste provenientes
de dos cepas que presentan diferente morfolo-
gia colonial, la ATCC 15483T lisa y la NCTC 11659
rugosa. Ademads, se usaron suspensiones de M.
vaccae que contienen mezclas complejas de anti-
genos que pueden tener diferentes efectos en
las células del sistema inmune. Por otro lado, los
antigenos especificos de M. tuberculosis que son
capaces de estimular una respuesta inmune pro-
tectora todavia permanecen por identificar.
Cabe destacar que mas del 40% del peso seco
del bacilo de la TB estd formado por acidos gra-
sos de cadena larga, glicolipidos y otros com-
puestos que forman parte de la tan particular
pared celular del bacilo de Koch.

La primera parte de este trabajo se ha cen-
trado en dos aspectos. En primer lugar, estudiar
si las propiedades inmunomoduladoras de colo-
nias lisas y rugosas de la misma cepa de M. vac-
cae eran las mismas o presentaban diferencias.
Asi, se estudid la respuesta inmunoldgica in vitro
de esplenocitos de ratones inmunizados con una
u otra variante morfoldgica de M. vaccae y de
células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) de enfermos TB y controles sanos. En
segundo lugar, saber qué componentes de M.
vaccae tienen la actividad inmunoestimuladora
favorable para combatir la TB, ya que el uso de
componentes activos mds puros evitaria la pre-
sencia de moléculas inmunosupresoras y/o toxi-
cas, o desde un punto de vista farmacéutico,
mejoraria la estandarizacién de las dosis. Asf, se
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estudid la respuesta inmunoldgica desencade-
nada por diferentes fracciones de M. vaccae
rugoso en esplenocitos de ratones inmunizados
y tuberculosos y en CMSP de enfermos tubercu-
losos y controles sanos.

En la segunda parte de este trabajo se estu-
di6 la respuesta inmunoldgica frente a los acidos
micdlicos purificados de la pared celular de M.
tuberculosis en linfocitos de enfermos tubercu-
losos y controles sanos.

Bioconversion microbiana
de residuos agroindustriales
procedentes de Nicaragua con
fines biotecnolégicos

Aura Lyli Orozco Solérzano

Directoras: M2 Enriqueta Arias
Fernandez, M2 Isabel Pérez Leblic,
Juana Rodriguez Bullido
Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Universidad de Alcala

S e han utilizado, distintas mezclas de residuos
agroindustriales como sustrato de fermen-
tacion de cepas de Streptomyces seleccionadas,
con objeto de conocer su viabilidad tecnoldgica.
Asimismo, mezclas de estos residuos se utiliza-
ron para el cultivo del basidiomiceto Pleurotus
ostreatus, con objeto de evaluar la produccién
y la calidad de los cuerpos fructiferos obtenidos
sobre las mismas. Los residuos fermentados por
las cepas de Streptomyces seleccionadas y los
procedentes del cultivo de P.ostreatus, fueron
ensayados, como enmiendas organicas en sue-
los degradados

El analisis de la pulpa de café transformada
por las distintas cepas mediante la técnica de pird-
lisis asociada a cromatografia de gases y espec-
trometria de masas (Py-GC/MS), puso de manifies-
to la accién selectiva de las cepas de Streptomyces
sobre este residuo, asi como la capacidad de las
mismas para disminuir su contenido en polifeno-
les. También se demostré que las cepas de Strep-
tomyces fueron capaces de producir un incremen-
to significativo del nitrégeno proteico de la pulpa
de café, tras 10 dias de incubacién en condiciones
SSF. La capacidad de las cepas ensayadas para pro-
ducir enzimas hidroliticas implicadas en la degra-
dacién de hemicelulosas, lignina, almiddn y lipidos,
sobre pulpa de café, demuestra la idoneidad del
residuo para la produccién de enzimas de interés
biotecnoldgico.

Para la produccién de setas comestibles, se
utilizaron distintas mezclas de residuos proce-
dentes de Nicaragua, tales como, pulpa de café
y cascarilla de arroz y otros abundantes en nues-
tro pais, como es la paja de trigo, para evaluar el
crecimiento y produccién de setas en Pleurotus
ostreatus CBS-411.71 bajo condiciones ambienta-
les y nutricionales controladas. De las mezclas
ensayadas, fue en la constituida por pulpa de
café y cascarilla de arroz, donde se alcanzé el por-
centaje de eficiencia bioldgica mas alto. Las setas
obtenidas en las diferentes mezclas de residuos
ensayadas presentaron un alto valor nutricio-
nal, en cuanto al contenido de proteinas y car-
bohidratos. Asimismo, la calidad de la proteina
contenida en las setas obtenidas, estimada como

larelacion entre los aminodcidos totales y la pro-
teina bruta, resultd superior en todos los casos
ala correspondiente a la seta comercial utilizada
como control. Cabe destacar que los valores mas
elevados de este pardmetro correspondieron a
las setas obtenidas en la mezcla constituida por
pulpa de café y paja de trigo.

De las mezclas ensayadas como enmiendas
organicas, fueron las constituidas por los residuos
agotados del cultivo de P. ostreatus, es decir, las
mezclas Ell (cascarilla de arroz, pulpa de café y
aserrin de pino) y Elll (cascarilla de arroz, pulpa
de café, aserrin de pino y soja), las que produjeron
los mejores resultados. La adicién de las enmien-
das orgdnicas al suelo, produjo importantes efec-
tos sobre algunas de las propiedades fisicas, qui-
micas, microbioldgicas y bioquimicas del mismo,
asi como en el rendimiento del cultivo de Pha-
seolus vulgaris.

Degradacion de discos
compactos por un anamorfo
de Bjerkandera adusta:
caracterizacion bioquimica
y molecular de una aril-alcohol
oxidasa con nuevas
propiedades cataliticas

Elvira Romero Guzman

Directora: Maria Jesus Martinez

Hernandez

Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB-CSICQ). Facultad de Ciencias
Bioldgicas (UCM), Julio 2010

os hongos son eucariotas heterétrofos que par-

ticipan en la descomposicién de la materia orgd-
nica en los ecosistemas terrestres mediante oxi-
dorreductasas e hidrolasas extracelulares. Estas
enzimas confieren a las especies flngicas una
gran versatilidad para utilizar diferentes fuentes
de energia y esto explica que estos organismos
sean capaces de desarrollarse en sitios, a priori
inverosimiles, como los discos compactos (CD).

Este estudio comenzd tras el hallazgo en Beli-
ce de un CD biodeteriorado y el aislamiento de
una especie flngica que se desarrollaba entre las
diferentes capas de este CD. En primer lugar, se
identificé el hongo aislado como un anamorfo de
Bjerkandera adusta, en base a su morfologia, la
secuencia de suregion ITS y su patrén de enzimas
extracelulares. Tras comprobar que este hongo
degradaba in vitro los principales componen-
tes de los CD (policarbonato, metales y coloran-
tes), se analizaron las actividades enzimdticas que
el hongo secretaba en presencia de fragmentos
de CD y podrian estar implicadas en los proce-
sos de degradacion (esterasas y oxidoreductasas)
y el estudio se orientd hacia la caracterizaciéon de
las oxidoreductasas, por ser enzimas implicadas
en la degradacién de compuestos aromaticos
recalcitrantes.

Una de las oxidorreductasas, detectada en
los cultivos del anamorfo de B. adusta, se ha
caracterizado detalladamente. Esta flavoenzima
es una oxidasa que comparte propiedades cata-
liticas con la aril-alcohol oxidasa (AAO), amplia-
mente estudiada en Pleurotus eryngii, y también

con la vainillil-alcohol oxidasa de Penicillium sim-
plicissimum. Diversos estudios fisicoquimicos y
cinéticos de la nueva oxidasa, asi como su
secuencia aminoacidica y su modelo molecular,
indican que esta enzima es una nueva AAO en la
familia glucosa-metanol-colina de oxidorreduc-
tasas con una especificidad de sustrato excep-
cional. Por otra parte, la purificacién y caracteri-
zacion bioquimica de las peroxidasas, que se
inducen en el anamorfo de B. adusta en presencia
de Mn*, reveld que estas hemoproteinas se inclu-
yen en el grupo de las manganeso peroxidasas
(MnP), que requieren Mn** para completar su
ciclo catalitico. Finalmente, cabe destacar que
este estudio describe por primera vez la purifi-
cacién y caracterizaciéon de MnP en una cepa del
género Bjerkandera.

Efecto de la adicion de dos
probidticos (Shewanella
putrefaciens y S. baltica)

en el engorde del lenguado
senegalés (Solea senegalensis
Kaup, 1858)

Inés Garcia de la Banda Garcia

Directores: Antonio J. Laborda Navia

(Universidad de Leén), Salvador

Arijo Andrade (Universidad de

Malaga)

Instituto Espanol de Oceanografia
(Santander). Universidad de Le6n

n la actualidad las patologias representan el

factor mas limitante en el engorde del lengua-
do (Solea senegalensis, Kaup 1858). Los sistemas
de produccidén intensiva suponen un estrés para
los ejemplares, ocasionando una menor eficien-
cia digestiva, una mayor susceptibilidad frente a
patégenos y pérdidas econémicas para la indus-
tria. La utilizacidn de probidticos en la dieta es
ya una herramienta eficaz para la mejora del
metabolismo y prevencién de patologias en acui-
cultura. El objetivo de este trabajo es estudiar la
influencia de la adicién en dieta de dos cepas pro-
bidticas del género Shewanella (Pdp11y Pdp13),
sobre el engorde de S. senegalensis.

La adicién de los probidticos Pdp11y Pdp13
en la dieta produjo una modulacién de la micro-
biota intestinal de los juveniles de S. senegalensis,
no necesariamente asociada a la colonizacién de
las cepas en el intestino. Este efecto fue mds
intenso en los ejemplares alimentados con Pdp13,
que sin embargo presentaron una menor riqueza
especifica. Asi mismo la modulacién fue mayor
cuando Pdp11 se administrd liofilizado en lugar
de fresco. La incorporacién de ambas cepas en
la dieta protegi6 a los peces frente a infecciones
con el patégeno Photobacterium damselae subsp.
piscicida. La proteccién disminuyd en relacién
inversa a la calidad del pienso utilizado, manifes-
tdndose ya a los 15 dias del inicio de la adminis-
tracién probidtica. Sin embargo, la adicién del
probidtico no parecid afectar especialmente ala
respuesta inmunitaria estudiada, detectdndose
Unicamente un aumento significativo de activi-
dad antiproteasa en los ejemplares alimentados
con Pdp13 fresca.
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A pesar de que las cepas Pdp11y Pdp13 estdn
muy préximas taxondmicamente, presentan dife-
rencias en sus actividades metabdlicas, en el nivel
de lipidos totales y perfil de dcidos grasos, asf
como en las actividades de inhibicién “in vitro”
de los patégenos P. damselae subsp. piscicida y
Vibrio harveyi. Ademds Pdp11y Pdp13 promovie-
ron diferencias en el crecimiento, la composicién
corporal, la histologia de digestivo e higado, la
modulacién de la microbiota digestiva y la res-
puesta inmunitaria en juveniles de S. senegalensis
en el engorde.

La implementacién de Pdp11 en una dieta
comercial de alto contenido lipidico promovid
una mejor condicién del digestivo e higado en
ejemplares de S. senegalensis. Asimismo su adicién
mejord los niveles de metabolitos en el plasma,
higado y musculo de los peces, siendo mayor la
intensidad cuando Pdp11 fue administrado en fres-
co. Destaca el mayor nivel de glucégeno detec-
tado en el higado de los ejemplares, relacionado
con una mayor reserva energética, lo que mejo-
rarfa la respuesta frente a un posible estrés.

El hecho de que el probidtico liofilizado, a
pesar de su casi nula viabilidad, tenga un efecto
sobre el pez, denota que éste no necesariamente
se corresponde con un proceso de colonizacién
del intestino. Parece mas bien condicionado por
enzimas o nutrientes que complementan la dieta
del pez, sustancias inmunoestimulantes que ac-
tdan localmente o bien la presencia de sustancias
antimicrobianas.

Se necesitan futuros trabajos para compren-
der el mecanismo de relacién entre Pdp11y su
huésped, lo que ayudara a determinar los facto-
res especificos relacionados con las mejoras
observadas.

Food-borne pathogen
Campylobacteria. Rapid
detection methods for
virulence-associated genes
in Campylobacter jejuni,
and study of pathogenicity-
associated factors
in Arcobacter spp.

Irati Martinez Malax-etxebarria

Directores: Aurora Fernandez

Astorga y Rodrigo Alonso Monsalve

Facultad de Farmacia de la UPV-EHU.
Dpto. Inmunologia, Microbiologia y
parasitologia

he term “campylobacteria” has been used to
refer to the genera Campylobacter, Helicobac-
ter, Arcobacter, Lawsonia and Anaerobiospirillum.
The genus Campylobacter, Arcobacter and
Sulfospirillum constitute the family Campylobac-
teraceae, which along with the families Helico-
bacteraceae, Nautilaceae and Hydrogenimonaceae
constitutes the order Campylobacterales within
Epsilonproteobacteria
Whereas Campylobacter jejuni has emerged
as the most common bacterial cause of food-
borne disease in many industrialized countries,
Arcobacter spp. are not currently considered
microorganisms of major public health concern.

Nevertheless, arcobacters are classified as
emerging pathogens (ICMSF, 2002). The genera
Campylobacter and Arcobacter share morpholog-
ic features, but can be distinguished from each
other by their lower optimal growth tempera-
tures (30-42°C for campylobacters and 25-30°C
for arcobacters) and by their aero tolerance.

In spite of the well known importance of C.
jejuni as human pathogen, knowledge on Campy-
lobacter pathogenicity-associated bacterial fac-
tors and on their role in mediating disease,
remains limited. The pathogenic mechanisms
and/or potential virulence factors of Arcobacter
spp. are still more limited. Therefore, the aims of
this PhD dissertation were (i) to study the preva-
lence of virulence-associated genes among C.
jejuni strains obtained from different sources, (ii)
to determine the antimicrobial susceptibility of
Arcobacter spp. from the North of Spain, and (jii)
to elucidate whether ECF sigma factors pay any
role in the pathogenicity of A. butzleri.

Analisis de la funcion de SIrP,
un efector de los sistemas
de secrecion de tipo lll
de Salmonella enterica,
en la interaccion con la célula
hospedadora

Joaquin Bernal Bayard

Director: Francisco Ramos Morales
Departamento de Genética. Facultad
de Biologia. Universidad de Sevilla

S almonella enterica en una especie de bacterias
patdégenas que pueden producir gastroente-
ritis o enfermedades sistémicas. Salmonella po-
see dos sistemas de secrecién de tipo IIl (SST3)
relacionados con la virulencia, que son elementos
claves en lainteraccién con la célula hospedado-
ra. Estos sistemas median la translocacién de
proteinas efectoras al citosol de la célula hospe-
dadora donde pueden alterar las rutas de sefia-
lizacién y manipular las funciones celulares. Sin
embargo, se desconoce el papel especifico de
muchos de estos efectores. SIrP es un efector
de S. enterica que puede ser translocado por los
dos SST3 de esta bacteria y del que no se conocia
su funcién en el momento de iniciar este estudio.
Por tanto, nos planteamos como objetivo realizar
un andlisis funcional de SIrP en la interaccién con
la célula hospedadora.

Através de un escrutinio genético se identi-
ficaron dos proteinas humanas que interaccio-
naban con SIrP: la tiorredoxina citosdlica (Trx) y
ERdj3. La primera es una proteina que protege a
la célula del dafio oxidativo, mientras que la se-
gunda es una chaperona localizada en el reticulo
endoplasmico. Ambas interacciones se confirma-
ron por diversos métodos independientes.

Experimentos in vitro, demostraron que SIrP
tenfa actividad ligasa de ubiquitina y era capaz
de usar Trx como sustrato. En cultivos celulares
que expresaban SIrP de forma constitutiva se
observé un descenso en la actividad reductora
de Trx y un aumento en la muerte celular. Ambos
efectos se observaron también en cultivos de
células epiteliales humanas infectadas con Sal-
monella.

Por otro lado, se demostrd que el dominio
Il de ERd]3 eraimprescindible para la interaccion
con SIrP y que la presencia de SIrP impedia la
unién de la chaperona a un sustrato desnatura-
lizado. Ademas, mediante microscopia confocal
y fraccionamiento celular, se demostré que SIrP
se localiza parcialmente en el reticulo endoplds-
mico de células Hela transfectadas.

Todos estos datos sugieren que SIrP podria
favorecer la muerte de la célula hospedadora a
través de la modulacion de la funcién de dos pro-
tefnas dianas, de forma independiente: Trx en el
citosol y ERd]3 en el reticulo endopldsmico.

La ultima parte de la Tesis consistié en un
analisis estructural, mediante cristalografia de
rayos X de SIrP en complejo con Trx. Se obtuvie-
ron cristales del complejo que difractaron a 3,5
A de resolucién con objeto de resolver la estruc-
tura del complejo. El andlisis se basd, parcialmen-
te, en las estructuras conocidas de efectores de
la misma familia de SIrP y de la Trx humana.

Genodmica funcional
de la interaccion Pseudomonas
savastanoi pv.
savastanoi - Olivo

Isabel M. Matas Casado

Director: Cayo Ramos Rodriguez

Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterranea (IHSM),
Area de Genética, Facultad de
Ciencias, Universidad de Malaga

L os procesos moleculares responsables de la
interaccidn entre la bacteria causante de la
tuberculosis del olivo, Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi (Psv), y su planta huésped, Olea
europaea L., son practicamente desconocidos.
En este trabajo se planteé como objetivo princi-
pal la identificacién de genes implicados en la
virulencia y supervivencia de Psv en olivo.

El andlisis bioinformatico de la secuencia del
genoma de la cepa de referencia Psv NCPPB 3335
revel6 una elevada conservacion con los genomas
de P. syringae pv. phaseolicola 1448Ay P. syringae
pv. tabaci 11528. El analisis comparativo de la
secuencia del genoma de Psv con el de los siete
genomas secuenciados del complejo P. syringae
ha permitido caracterizar tanto los factores de
virulencia conservados, como aquellos presentes
Unicamente en algunos patovares. Psv NCPPB
3335 contiene doce regiones gendmicas variables
que estdn ausentes en las cepas del complejo
P. syringae secuenciadas, asi como 71 genes especi-
ficos de esta cepa. La busqueda bioinformdtica de
efectores del sistema de secrecién tipo |1l (T3Es)
en Psv reveld la existencia de 34 genes candidatos
a T3Es. Con el fin de determinar la validez de la
prediccién bioinformatica llevada a cabo, se selec-
cionaron 6 T3Es candidatos a los que se probd su
translocacion a través del sistema de secrecidn
tipo 111 (T3SS). Los resultados obtenidos indican
que 5 de estos 6 T3Es se translocan a través del
T3SS de este patdgeno. De entre ellos, PsvA-1,
PsvA-2 y HP-1017 se revelan como nuevos T3Es
dentro de complejo P. syringae.

En este trabajo se ha utilizado una estrategia
Signature Tagged Mutagenesis (STM) para la iden-
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tificacién de genes de Psv necesarios para su
multiplicacién e invasién del hospedador. Se
construyé una coleccién de 4778 mutantes eti-
quetados STM de la cepa de referencia Psv
NCPPB 3335. El andlisis en masa de los mutantes
se realizé en plantas de olivo cultivadas in vitro.
Se han seleccionado 73 mutantes cuyas etiquetas
no fueron detectadas mediante hibridacién Sou-
thern y cuya competitividad se encuentra signi-
ficativamente reducida Unicamente in planta. La
identificacion del punto de insercién del trans-
posdn harevelado laidentidad del gen interrum-
pido en todos estos mutantes. Tras determinar
el papel en virulencia de la mayoria de los genes
identificados realizando inoculaciones individua-
les en plantas de olivo lefiosas, se analizd la
estructural tumoral y la localizacion de células
bacterianas, marcadas con GFP, en tumores de
olivo in vitro. De este trabajo se concluyé que la
multiplicacién y persistencia de Psv en los tejidos
de olivo es dependiente de la biosintesis de al
menos 9 de los 20 aminodcidos comunes que
constituyen las proteinas, asi como de la biosin-
tesis de 3 vitaminas, y de 3 genes posiblemente
implicados en el transporte de citrato, glutamato
y sulfato. Ademds, la virulencia de Psv en olivo
es dependiente, entre otros factores, de la bio-
sintesis de dcido indol-3-acético, de la integridad
de los sistemas de secrecion tipo Il, 11l 'y IV, asi
como de la de genes posiblemente implicados
en la detoxificacidn de especies reactivas de oxi-
geno, en la fluidez de membrana y en la biosin-
tesis de peptidoglicano y exopolisacaridos.

Caracterizacion y desarrollo
de métodos de diagnéstico
molecular de bacterias
asociadas a episodios de
mortalidad en peces planos

Jose R. Lopez Fernandez

Directores: Roberto de la Herran
Moreno (Universidad de Granada),
Salvador Arijo Andrade
(Universidad de Malaga), José I.
Navas Triano (IFAPA Centro Agua
del Pino)

IFAPA Centro Agua del Pino,
Universidad de Granada (Dpto. de
Genética), Universidad de Malaga
(Dpto. de Microbiologia).
Universidad de Granada

a acuicultura es una industria emergente que,

habiendo experimentado un gran crecimien-
to en los ultimos afos, presenta retos para su
desarrollo como la introduccién de nuevas espe-
cies de cultivo y el control de una de las princi-
pales causas de pérdidas econdmicas, las enfer-
medades de origen bacteriano. Este trabajo se
centrd en el estudio de los episodios de morta-
lidad ocurridos en distintas fases del cultivo de
tres especies de peces planos de alto valor
comercial y potenciales candidatos para la diver-

sificacion de la acuicultura marina en Espafia, la
acedia (Dicologoglossa cuneata), el lenguado

senegalés (Solea senegalensis) y el rombo (Scoph-
thalmus rhombus). Los objetivos perseguidos
fueron la identificacion de las especies bacteria-
nas implicadas en dicha mortalidad, la evaluacién
de su grado de virulencia y el desarrollo de méto-
dos basados en la PCR que permitiesen su rapida
identificacion. Los cultivos de acedia y lenguado
senegalés presentaron un alto nimero de epi-
sodios de mortalidad, constituyendo las patolo-
gias un serio factor limitante para el cultivo. Por
el contrario, en rombo los episodios con morta-
lidades significativas fueron escasos. Los aisla-
dos obtenidos a partir de estos brotes abarcaron
ocho géneros distintos, siendo Vibrio el domi-
nante tanto en nimero como en diversidad. En
total se detectaron cinco especies patégenas,
cuatro de las cuales fueron identificadas como
Photobacterium damselae subsp. piscicida, Tena-
cibaculum maritimum, Tenacibaculum soleae y
Vibrio harveyi, mientras que la quinta constituye
una nueva especie de Pseudomonas, para la que
se ha propuesto el nombre de Pseudomonas bae-
tica sp. nov. La deteccién de estas especies patd-
genas permitid explicar la mayor parte de los
brotes estudiados, excepto los ocurridos en lar-
vas. El grado de virulencia observado fue mayor
en las tres primeras especies mencionadas,
mientras que las mds prevalentes fueron T. sole-
aey V. harveyi, apareciendo en un mayor nimero
de brotes y de especies hospedadoras. Por ulti-
mo, se desarrollé un método de diagndstico de
T. soleae mediante PCR con cebadores especifi-
cos, y un método que permite la identificacion
simulténea de P. damselae, P. baetica, T. mariti-
mum, T. soleae y V. harveyi a partir de cultivos
puros, mediante hibridaciéon RLB con sondas de
ADN especificas.

Ptc1, una serin/treonin
fosfatasa que regula
la senalizacién mediada
por MAPKs y procesos
morfogenéticos
en Saccharomyces cerevisiae,
a través de su proteina
adaptadora Nbp2.
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L a levadura Saccharomyces cerevisiae es un
organismo que sirve como modelo de células
eucaridticas para el estudio de mdiltiples aspectos
de la fisiologia celular, como son el ciclo celular,
el crecimiento polarizado y la utilizacién de rutas
de transduccidn de sefiales mediadas por MAPKs
para responder a estimulos externos. En estas
rutas existen reguladores negativos, entre los
que se encuentran las serin/treonin fosfatasas
PP2(C, gracias a los cudles se modula la duracién
e intensidad de la sefial transmitida. Ptc1 es una
de las protein fosfatasas del tipo PP2C, que des-
empefia el papel de regulador negativo de laruta

de MAPK mediada por Hog1, actuando Nbp2
como proteina adaptadora de Ptc1 en dicha via
de sefializacion.

En este trabajo hemos observado que la falta
de Ptc1 o de Nbp2 provoca un fenotipo caracte-
ristico de alteracién en la pared celular, y un
aumento en la fosforilacién de la MAPK Slt2 y del
factor de transcripcién RIm1, tanto en condiciones
basales como tras estimulacién de la ruta CWI.
Asimismo, la sobreexpresion de PTC1 reduce la
cantidad de Slt2 fosforilado, lo que sugiere que
esta fosfatasa se comporta como un regulador
negativo de la ruta CWI. Ensayos de copurificacion
y de dos hibridos demuestran que el complejo
Ptc1-Nbp2 interacciona con Bcki1, la MAPKKK de
la ruta CWI, a través del dominio SH; de Nbp2y
una region rica en prolinas de Bcki1, preferente-
mente la que incluye las prolinas 809 y 812. Los
ensayos de epistasis genética realizados indican
que el sustrato de Ptc1 en esta ruta de sefializa-
cién se sitlia por encima de la MAPK Slt2, siendo
por tanto una de las pocas protein fosfatasas de
levaduras que regula la sefializacién sobre un
componentes distinto de la MAPK.

Esta fosfatasa presenta también otras fun-
ciones celulares, relacionadas con procesos mor-
fogenéticos. Mutantes ptc1A o nbp2A muestran
un fenotipo de células multigemadas cuando cre-
cen a 37°C. Cada una de las yemas unidas a la mis-
ma célula presenta un solo nucleo, ademas del
anillo de septinas en el cuello de gemacidn. Estos
fenotipos son indicativos de un defecto en la
separacion celular que podria ser debido a un
defecto en el desensamblaje de dicho anillo.
Mediante un rastreo por el sistema de dos hibri-
dos hemos observado que Ptc1interacciona con
Kcc4, una proteina quinasa que interacciona
con el anillo de septinas y que tiene funcidn re-
dundante con Gin4 y Hslt como reguladores
negativos de Swe1 en el checkpoint morfogené-
tico. Ademads, PTC1 muestra interaccidn epistatica
con genes relacionados con estos procesos mor-
fogenéticos como GIN4, HSL1, KCC4 o SWE1. Todo
ello indica que esta fosfatasa, a través de Nbp2,
participa en la regulacién de la morfogénesis en
esta levadura.

Analisis genético
y bioquimico del catabolismo
del colesterol en Mycobacterium
smegmatis mc155

Iria Uhia Castro

Directores: José Luis Garcia Lopez 'y

Beatriz Galan Sicilia

Centro de Investigaciones Biolégicas
(CSIC). Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de
Madrid

| trabajo realizado en esta Tesis se ha centrado

en el estudio de la ruta aerdbica de degrada-
cién del colesterol en la bacteria Mycobacterium
smegmatis mc*155. Con el fin de identificar los
genes responsables del catabolismo de este este-
roide, se analizé primeramente el genoma de
esta cepa mediante analisis in silico, utilizando
para ello como sondas genes de otros microor-
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ganismos que estan implicados en la degradacién
de esteroides. Los resultados indicaron que en
el genoma de M. smegmatis mc*155 aparecian
genes ortdlogos a la mayoria de las sondas utili-
zadas. Posteriormente mediante la técnica de
retrotranscripcion-PCR se confirmé la expresion
diferencial de esos genes cuando la bacteria se
cultiva en un medio con colesterol como fuente
de carbono y energia. Seguidamente se procedid
al estudio global de la expresion génica diferen-
cial en colesterol de M. smegmatis mc*155 me-
diante microarrays. Los datos obtenidos han ser-
vido para delimitar las zonas del genoma de M.
smegmatis mc*155 implicadas en el metabolismo
de colesterol y para localizar nuevos genes des-
conocidos hasta la fecha posiblemente implica-
dos en esta ruta. Varios de ellos fueron inacti-
vados mediante mutagénesis insercional y se
comprobd que su ausencia afectaba al crecimien-
to de esta cepa en colesterol. Tal es el caso por
ejemplo del gen MSMEG_5995, que codifica un
citocromo P450 que se cree que puede estar
implicado en el primer paso de la degradacion
de la cadena lateral del colesterol, o del gen
MSMEG 1366, que codifica una ATPasa implicada
en el transporte de esteroides al interior celular.
Por otra parte, se hallevado a cabo la bisqueda
de la enzima encargada de catalizar el primer
paso de esta ruta de degradacidn, que es el paso
de colesterol a 4-colesten-3-ona. Tras identificar
3 genes que podrian codificar este tipo de enzi-
mas (MSMEG_1604, MSMEG_5228 y MSMEG_5233)
se procedid a su andlisis mediante distintas técni-
cas, como retrotranscripcion-PCR cuantitativa y
ensayos enzimaticos de transformacién de coles-
terol mediante cromatografia en capa fina y cro-
matografia liquida/espectrometria de masas
(LC/MS). Se comprobd que los genes MSMEG_5228
y MSMEG_5233 se expresaban diferencialmente
en colesterol, pero no asi MSMEG_1604. Ademds
se confirmd que las proteinas codificadas por los
genes MSMEG_5228 y MSMEG_5233 catalizan la
transformacion del colesterol en 4-colesten-3-
ona. Sin embargo, la inactivacién de estos genes
mediante mutagénesis insercional no afecté ala
capacidad de utilizacién de colesterol de M. smeg-
matis mc*155, lo que sugiere que muy probable-
mente existen mds proteinas en esta bacteria
capaces de catalizar este paso enzimatico. Por
ultimo también se realizaron estudios con los dos
reguladores de la ruta de degradacién del coles-
terol identificados en M. smegmatis mc*155, los
represores de la familia TetR llamados KstR y
KstR2. Dado que el gen MSMEG 5228 tiene una
secuencia en su regién promotora (Pr,,g) que
coincide con el motivo de unién de KstR, y que un
mutante en este represor expresa constitu-
tivamente la proteina codificada por el gen
MSMEG_5228, nos propusimos estudiar la unién
de KstR al promotor P5,g- Para ello se hicieron
ensayos de retardo en gel y se comprobd que
efectivamente KstR se unfa de forma especifica
y dependiente de concentracién a una sonda que
contenia el promotor Pr,,g (P5228). Por otra par-
te se llevd a cabo un ensayo de proteccién de la
sonda P5228 a la digestién con DNasal. El resul-
tado reveld que KstR protege una regién que con-
tiene el motivo de unién consenso previamente
postulado como el operador de este regulador.
Finalmente, se llevaron a cabo andlisis mediante
microarrays de un mutante de M. smegmatis
mc?155 en el regulador KstR2, y se comprobé que
esta proteina reprime la expresién de 15 genes
relacionados con el catabolismo del colesterol.
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as micotoxinas son metabolitos secundarios

de origen flingico, que suelen contaminar
los alimentos y productos agricolas. Su estudio
en productos alimentarios es complejo, ya que
no siempre se utilizan las mejores técnicas de
muestreo, y todavia no se conocen todos los
mohos micotoxigénicos ni las micotoxinas que
producen.

La presencia simultanea de diferentes mico-
toxinas es un factor clave para la comprensién
de la interaccién y del sinergismo que se puede
dar entre diferentes micotoxinas. Hasta la fecha,
solamente han sido efectuados algunos estu-
dios sobre la coexistencia de micotoxinas en ali-
mentos. El principal objetivo de esta tesis ha sido
profundizar en el conocimiento de la contamina-
cién por micotoxinas del pimentdn, prestando
una particular atencién a la coexistencia de los
principales mohos productores de micotoxinas,
asi como a las micotoxinas mds importantes. Con
este fin, para la identificacion de los mohos se
han aplicado métodos tradicionales combina-
dos con técnicas de biologia molecular, y para la
deteccidn de las micotoxinas se han empleado
métodos cromatograficos, habiendo recurrido a
la micologfa predictiva para estudiar las estrate-
gias de control de las micotoxinas.

Un ndmero representativo de muestras de
pimentdn, recogidas conforme a la legislacién
europea para venta a granel o al por menor, han
sido analizadas para determinar la carga flingica
y la contaminacién por micotoxinas. Se ha detec-
tado la presencia de levaduras en todas las mues-
tras, mientras que no siempre se ha detectado
la presencia de hongos filamentosos. Los géne-
ros mas frecuentemente aislados han sido Asper-
gillus y Eurotium. Se ha encontrado la presencia
de mohos potencialmente micotoxigénicos, prin-
cipalmente pertenecientes al género Aspergillus
(secciones Flavi, Circumdatiy Nigri), habiéndose
encontrado también algunos aislados del género
Fusarium.

Enrelacién a la presencia de micotoxinas, se
han analizado aflatoxinas, ocratoxina A, zeara-
lenona, deoxinivalenol, toxinas T-2 y HT-2. Se ha
observado la coexistencia de mas de una mico-
toxina en una misma muestra, siendo la ocrato-
xina A la micotoxina mds frecuente.

Las estrategias analizadas para el control de
las micotoxinas han permitido confirmar que tan-
to el crecimiento como la produccién de micoto-
xinas por Aspergillus flavus, A. ochraceus, A. tubin-
gensis y A. westerdijkiae pueden ser controlados
si se mantiene baja la temperatura de almacena-
miento (T<15 °C). Ademas, el uso simultaneo de
los controles fisicos y quimicos puede contribuir
a una mejora en el control de la produccién de
micotoxinas.

El uso de una mezcla natural de carotenoides
procedentes de pimentén (denominada capsan-
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tal) ha tenido un efecto no concluyente sobre la
produccién de aflatoxinas y ocratoxina A. Sin
embargo, el capsantal ha sido capaz de reducir
las tasas de crecimiento de A. flavus, A. ochra-
ceus, A. tubingensis y A. westerdijkiae a 25 °C.

Através de esta investigacion, ha sido posi-
ble observar que algunos fungicidas, como el
mancozeb, son capaces de controlar simultanea-
mente el crecimiento fungico y la produccién de
micotoxinas en A. flavus, A. ochraceus, A. tubin-
gensis y A. westerdijkiae. De esta forma, el uso
de fungicidas podria constituir una estrategia pri-
mordial en el control de micotoxinas en produc-
tos alimentarios.

Modulacion de la microbiota
intestinal por bifidobacterias
productoras de
exopolisacaridos
y caracterizacion preliminar
de sus polimeros
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L os exopolisacdridos (EPS) son polimeros de
carbohidratos exocelulares presentes en la
superficie de muchas bacterias, incluyendo bac-
terias del dcido lactico (BAL) y bifidobacterias.
Laincorporacién de cepas productoras de EPS a
algunos alimentos, especialmente productos ldc-
teos, proporciona viscosidad, estabilidad y una
mayor capacidad de retencién de agua a los mis-
mos, lo que mejora su textura. Ademds, a los EPS
se les han atribuido varios efectos beneficiosos
para la salud.

Se realizé una blsqueda de cepas con posi-
ble fenotipo productor de EPS entre aislados de
bifidobacterias y lactobacilos intestinales de ori-
gen humano. De las 362 analizadas, se encontra-
ron 60 de naturaleza mucoide o “ropy” de las
cuales se seleccionaron 11 cepas de Bifidobacte-
riumy 10 cepas de Lactobacillus. Se estudid la
aptitud tecnoldgica de las cepas productoras de
EPS en leches fermentadas determinando su
capacidad de crecimiento en leche, asi como las
propiedades sensoriales del producto fermenta-
do. Ademas, se realizé una caracterizacion fisi-
co-quimica de los polimeros producidos por estas
21 cepas de origen intestinal humano.

Se evalud la capacidad de utilizar EPS produ-
cidos por bifidobacterias como substratos fer-
mentables por la microbiota intestinal. Para ello
se realizaron cultivos in vitro de heces de indi-
viduos adultos sanos a pH no controlado y a
pH controlado, simulando en este tltimo caso las
condiciones del colon distal humano. Finalmente,
se determind la influencia de 2 cepas productoras
de EPS en la dindmica poblacional intestinal de
ratas Wistar.
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Todas las cepas productoras de EPS presen-
taron caracteristicas tecnoldgicas adecuadas
para su inclusién en productos lacteos ya que
son capaces de crecer y/o acidificar la leche sin
alterar sus propiedades sensoriales.

El andlisis de la actividad metabdlica de la
microbiota intestinal mediante la determinacién
por GC de &cidos grasos de cadena corta (AGCC)
y por HPLC de acidos organicos, asi como la apli-
cacién de diversas técnicas dependientes e inde-
pendientes de cultivo (QPCR, PCR-DGGE y FISH)
al estudio de las poblaciones microbianas, mos-
traron que los EPS producidos por bifidobacte-
rias son fermentados por la microbiota intes-
tinal. Tanto la adicién de EPS a los modelos
estudiados como la ingesta de cepas de Bifido-
bacterium productoras de estos polimeros cau-
saron cambios en el perfil de AGCC considera-
dos a priori como beneficiosos. Se evidenciaron
también cambios importantes en diferentes gru-
pos microbianos que estdn en concordancia con
los cambios detectados en la actividad metabd-
lica de la microbiota intestinal.

Interceptacion de senales
de comunicacion bacteriana
tipo N-acilhomoserin lactonas
(AHLs) en bacterias aisladas
del medio marino

Manuel Romero Bernardez

Directora: Ana Maria Otero Casal
Facultad de Biologia, Universidad de
Santiago de Compostela

M uchas especies bacterianas responden a los
cambios del medio mediante un sistema de
comunicacién basado en la produccién y libera-
cién de pequefias moléculas sefial denominadas
‘““autoinductores’” que controlan la expresién de
diferentes genes, incluidos factores de virulencia.
Este mecanismo es conocido como “Quorum
Sensing” (QS). La principal familia de autoinduc-
tores descrita es la de las N-Acilhomoserin lacto-
nas (AHLs) basadas en un anillo lactona al que se
une por un enlace amida un acido graso a modo
de cadena lateral, empleadas por bacterias Gram-
negativas. Debido a laimportancia de los proce-
sos de QS los competidores han desarrollado sis-
temas, conocidos como “Quorum Quenching”
(QQ), para desarmar estos mecanismos. El QQ
se ha convertido de esta forma en una interesan-
te alternativa a los problemas de resistencia a
antibidticos en salud humana y en la acuicultura.
Con el objetivo de estudiar la frecuencia de cepas
bacterianas con actividad QQ sobre AHLs en el
medio marino y obtener aislados con posibles
aplicaciones biotecnoldgicas, se procedid al ais-
lamiento de bacterias procedentes de: sedimen-
to de tanque de cultivo de peces, biopelicula de
tanque reservorio de agua de mar filtrada, el alga
Fucus vesiculosus en la zona intermareal, muestra
agua de mar de estuario y de altamara oy 10 me-
tros de profundidad.

Los resultados de aislamiento de bacterias
marinas de este trabajo indicaron que el QQ es
una actividad de elevada prevalencia en el medio
marino entre las bacterias cultivables, como
demuestra la elevada frecuencia de aislados con
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capacidad de degradacién enzimatica de sefiales
de quorum sensing (QS) tipo AHL, obtenidos tan-
to de comunidades bacterianas costeras como
de muestras de agua de mar. De un total de 630
bacterias aisladas, 109 presentaban actividad enzi-
mdtica degradadora al menos sobre una de las
AHLs probadas, lo que representa un 17,3% del
total de los aislados analizados, porcentaje casi
un orden de magnitud mas elevado que el descri-
to para aislados de suelo. El origen de la muestra
afectd fuertemente a la actividad, siendo mayor
en el alga Fucus vesiculosus (39,4% de especies
activas) y en muestras de alta mar a 0 y 10 metros
de profundidad (27,7 y 21,7% respectivamente).

Se han identificado 19 aislados capaces de
degradar un amplio espectro de AHLs, en su
mayoria pertenecientes a géneros estrictamente
marinos. Los aislados con actividad QQ de amplio
pertenecieron a 13 géneros encuadrados en los
phyla a-; y-Proteobacteria (7, incluyendo una nue-
va especie préxima a Phaeobacter); Actinobacte-
ria (1); Firmicutes (2) y Bacteroidetes (3).

Existe una fuerte discrepancia entre el nime-
ro de aislados con actividad QQ en aguas marinas
y la frecuencia de las secuencias homdlogas a
enzimas de QQ conocidos en metagenomas del
medio marino. Esta discrepancia puede ser atri-
buida a la baja homologia existente entre secuen-
cias de enzimas de QQ o a la existencia de acti-
vidades enzimdticas todavia no descritas.

La caracterizacion de la actividad QQ del ais-
lado 20J, identificado como Tenacibaculum dis-
color (99% 1D), revela que esta cepa presenta dos
tipos de actividad de tipo enzimatico, siendo una
de ellas una lactonasa que se excreta al medio de
cultivo. Esta actividad QQ de amplio espectro
sobre AHLs esta conservada en las especies del
género Tenacibaculum, con la excepcion de T.
maritimum NCIMB 2154" que Unicamente degra-
da AHLs largas. Miembros del género Tenaciba-
culum, pertenecientes al phylum Bacteroidetes,
producen C4-HSL. Esta AHL podria controlar el
modo de crecimiento en biopelicula de T. mariti-
mum NCIMB 2154 y puede ser detectada in vivo
en el patégeno T. discolor DSM 18842.

Caracterizacion de las
hidrolasas producidas por la
bacteria halofila extrema
Salicola marasensis

Ma de Lourdes Moreno Amador
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Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Farmacia,
Universidad de Sevilla

olar marine salterns constitute excellent

models for studying the ecology of hyper-
saline environments where molar concentra-
tions of salts are present. Extremely halophilic
microorganisms, able to grow optimally in media
containing 15-30% (w/v) Nacl, are evolved two
different strategies for the osmoadaptation to
saline habitats: “salt-in” (accumulation of inor-
ganic cations) and “salt-out” (synthesis and/or
accumulation of compatible solutes). Extreme
halophiles have potential biotechnological appli-
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cations including the production of compatible
solutes, enzymes, -carotene and the degrada-
tion of toxic chemicals or enhanced oil recovery.
To our knowledge, no proteases and lipases
from extremely halophilic bacteria have been
characterized. Therefore, the detection, isola-
tion and characterization of hydrolytic enzymes
produced by extreme halophiles with optimal
activity over a wide range of salt concentrations,
constitute an interesting research topic.

In this study we explored the presence of
extremely halophilic Bacteria or Archaea produc-
ing hydrolytic enzymes (lipases, proteases, amy-
lases and DNAses) in marine salterns of Huelva
(South Spain). Based on its ability to produce pro-
teolytic and lipolytic activity we selected and
characterized the extremely halophilic bacterium
Salicola marasensis IC10. Moreover, we deter-
mined the osmoadaptation mechanism of S.
marasensis 1C10 to balance the osmotic stress.

For the achievement of these objectives, a
screening program was performed in marine
salterns of Huelva using saline media containing
20% (w/v) NaCl and the specific substrates for the
hydrolytic enzymes. Under the restrictive condi-
tions used, a total of 150 fresh cultures showing
hydrolytic activities were isolated and from them,
only 82 strains presented the typical growth salt
requirement profile exhibited by the extreme
halophiles. 43 strains were selected and charac-
terized. Most hydrolase producers isolated were
assigned to the family Halobacteriaceae, com-
prising species of the genera Halorubrum, Haloar-
cula and Halobacterium. Three strains were not
phylogenetically assigned to the family Halobac-
teriaceae and were closely related to Salicola
marasensis, Pseudomonas halophila and Salinibac-
ter ruber. The most frequent hydrolytic activity
detected was amylase (70%), followed by pro-
tease (17%) and lipase (13%). The majority of the
amylase producers formed a clear branch with
high affinity to the genus Halorubrum, the pro-
tease producers were closely related to the genus
Halobacterium and the lipolytic producers had the
major genera diversity.

The strain 1C10 showing proteolytic and
lipolytic activity was selected for further studies.
According to phylogenetic, phenotypic and geno-
typic data, this strain was assigned as S. marasen-
sis IC10 and the optimum conditions for growth
were 15% NaCl, pH 8.0 and 40°C. Lipolytic activity
was detected in the intracellular fraction corre-
sponding to cytoplasmic proteins and the activity
was stable in the temperature range from 37°C
to 45°C, in presence of organic solvents such as
1-buthanol, 2-buthanol and acetone as well as the
chelator EDTA and the salts of Ni**, Ca** and Zn*".
The lipolytic fraction showed a high tolerance to
saline conditions, up to even 4 M Nacl with an
optimum at 1 M NaCl. The proteolytic activity was
also detected in the intracellular fraction, show-
ing optimal activity with egg albumin and gela-
tine as substrates. The gene coding the protease
Salipro, designated protS, has been cloned by
inverse PCR and encodes an 817 residues protein,
showing high sequence similarity to serine pro-
teases of the Lon family.

The osmoadaptation mechanism to balance
the osmotic stress of S. marasensis 1C10 consists
on the accumulation of betaine as the sole com-
patible solute. The accumulation of betaine is not
affected by the salinity of the culture medium
and this bacterium is able to synthesize betaine
of de novo.
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n la actualidad el empleo de bacterias del aci-

do lactico probidticas, principalmente de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, se ha
generalizado mediante su incorporacién en pro-
ductos lacteos, como el yogur, debido a sus efec-
tos beneficiosos sobre la salud humana. Esto
implica que tanto la seguridad como la estabili-
dad de estos microorganismos a lo largo del pro-
ceso de produccién sean un punto de especial
atencién. Es en este punto donde juegan un
papel importante técnicas como la microencap-
sulacién, que ofrecen una proteccidn fisica frente
a condiciones desfavorables a las que estos
microorganismos se pueden enfrentar durante
los procesos de produccién, almacenamiento y
durante su paso a través del tracto gastrointes-
tinal. Los exopolisacdridos microbianos, amplia-
mente utilizados en industria alimentaria, pueden
constituir un buen material de encapsulacién ya
que entre sus funciones bioldgicas se encuentra
la de proteger a las células microbianas frente a
efectos adversos.

En este trabajo de tesis se ha abordado un
estudio sobre el potencial de empleo de polime-
ros microbianos como agentes para la microen-
capsulacién de microorganismos probidticos.
Para ello se ha investigado la viabilidad de los
microorganismos encapsulados al exponerse
frente a diversas condiciones desfavorables in
vitro asi como también su capacidad de coloni-
zacion a nivel intestinal, el impacto sobre comu-
nidades representantes de la microbiota fecal y
su capacidad para modular la respuesta del sis-
tema inmune en modelos murinos.

Gelano, xantano, pululano y jamilano, este
ultimo obtenido a nivel de laboratorio a partir
de Paenibacillus jamilae, fueron los polimeros
microbianos inicialmente escogidos como mate-
rial de encapsulacidn. Sin embargo, sdlo las
mezclas de Xantano:Gelano (1%:0,75%) y Jamila-
no:Gelano (1%:1%) resultaron validas para la
encapsulacién de Lactobacillus plantarum CRL
1815, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 y Bifi-
dobacterium longum ATCC BAA-999, empleando
para ello un generador electrostatico de goteo.
Dicha encapsulacién no mejoraba la viabilidad
microbiana durante el almacenamiento ni tam-
poco tras una exposicion in vitro a pH muy acido.
Sin embargo, tras la exposicion a condiciones
gastrointestinales simuladas, si se detectd un
efecto protector cuando la matriz de encapsu-
lacién fue Xantano:Gelano (1%:0,75%). Propieda-
des probidticas como auto-agregacion y produc-
cion de perdéxido de hidrégeno fueron analizadas
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tras la exposicién a dichas condiciones gastroin-
testinales, no observédndose ninguna modifica-
cién asociada a ella.

Los resultados de los estudios in vivo se obtu-
vieron tras la administracién de L.plantarum CRL
1815 encapsulado en las 2 mezclas de polimeros
validadas. Segun los resultados obtenidos tras el
andlisis mediante Hibridacién in situ fluorescente,
la administracién de las capsulas sin contenido
bacteriano estimuld el crecimiento de los grupos
microbianos estudiados. Esto significaria una
degradacion de la pared de las cdpsulas por micro-
organismos fecales permitiendo la liberacién de
los microorganismos encapsulados a nivel intes-
tinal. Se detecté ademas un leve incremento del
numero en el grupo microbiano correspondiente
ala cepa administrada cuando ésta fue encapsu-
lada con Jamilano:Gelano (1%:1%), moduldndose
ademas los grupos microbianos C.coccoides-E.rec-
tale y Clostridial cluster IX. El analisis con electro-
foresis desnaturalizante en gradiente temporal
de temperatura permitid aislar el microorganismo
administrado asociado a epitelio intestinal cuan-
do se administré encapsulado en Jamilano:Gelano
(1%:1%), verificando la hipétesis de una posible
colonizacién por nuestra cepa. Finalmente, no se
observé toxicidad ni inmunomodulacién en los
ensayos de linfoproliferacién frente a mitégenos
realizados.

Filogenia de la familia
Halomonadaceae basada
en el analisis por secuenciacion
multilécica (MLSA)

Rafael Ruiz de la Haba

Directores: Antonio Ventosa Ucero
y M2 Carmen Marquez Marcos
Departamento de Microbiologia
y Parasitologia, Facultad de
Farmacia, Universidad de Sevilla

a familia Halomonadaceae constituye una rama

filogenética independiente dentro de la clase
Gammaproteobacteria en funcidn del andlisis de
la secuencia del gen ARNr 16S y aunque agrupa
microorganismos muy heterogéneos, esta for-
mada fundamentalmente por bacterias haldfilas.
Desde su creacién en 1988, la clasificacion de esta
familia ha sido modificada en multiples ocasiones.
En abril de 2010, la familia Halomonadaceae com-
prendia 10 géneros: Halomonas, Chromohalobac-
ter, Zymobacter, Carnimonas, Cobetia, Halotalea,
Modicisalibacter, Salinicola, Kushneria y Aidingi-
mondas.

El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido
estudiar en detalle las relaciones filogenéticas
de las cepas tipo de las especies de esta familia
y clarificar su clasificacién actual mediante una
aproximaciéon por MLSA basado en la secuencia
de los genes “housekeeping” ARNr 16S, ARNr
23S, atpA, gyrB, rpoD y secA. Siguiendo las reco-
mendaciones de los estdndares minimos defini-
dos para la familia Halomonadaceae, se ha
secuenciado nuevamente el ARNr 16S de siete
cepas tipo que poseian muchas posiciones inde-
terminadas y, por tanto, no alcanzaban los estan-
dares de calidad. Ademas, se ha llevado a cabo
un estudio taxondmico polifasico de algunas
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cepas que nos ha permitido proponer la descrip-
cién de nuevos taxones.

El analisis por secuenciacién multildcica ha
confirmado que la familia Halomonadaceae forma
un grupo monofilético dentro del orden Ocea-
nospirillales. Con los resultados obtenidos, todos
los géneros incluidos en esta familia son cohe-
rentes desde el punto de vista filogenético, a
excepcion de Modicisalibacter, cuya posicién
taxondémica como género independiente no esta
clara, y Halomonas, que es polifilético. El género
Halomonas comprende dos grupos claramente
diferenciados: el grupo 1 (denominado Halomo-
nas sensu stricto), con 12 especies, incluyendo
Halomonas elongata —especie tipo del género-y
el grupo 2, que incluye a 16 especies. Mds de 20
especies de este género no se incluyen en nin-
guno de estos grupos y, puesto que su posicién
en los diferentes drboles filogenéticos no es esta-
ble, tampoco pueden reconocerse como un gru-
po o género adicional.

Por otro lado, los drboles filogenéticos obte-
nidos mediante el estudio MLSA, junto a otros
estudios fenotipicos, genotipicos y quimiotaxo-
némicos realizados nos han permitido: i) describir
la cepa A10" -aislada de la superficie de las hojas
del manglar negro Avicennia germinans— como
una nueva especie y género dentro de la familia
Halomonadaceae, bajo el nombre Kushneria
aurantia. i) reclasificar las especies Halomonas
marisflavi, H. indalinina y H. avicenniae dentro de
este nuevo género, como Kushneria marisflavi,
Kushneria indalinina y Kushneria avicenniae, res-
pectivamente. iii) modificar la descripcién del
género Salinicola y la de la especie Salinicola
socius. iv) transferir las especies Halomonas sala-
ria y Chromohalobacter salarius al género Salini-
cola, como Salinicola salarius y Salinicola halophi-
lus, respectivamente.

Ademas, en esta investigacion hemos eva-
luado la capacidad de resolucién de los genes
housekeeping estudiados. La secuencia del gen
secA es la que presentd una mayor tasa de evo-
lucidn, seguida por la de los genes rpoD, gyrB,
atpA, ARNr 23S y ARNr 16S. Cinco de los seis
genes estudiados (ARNr 16S, ARNr 23S, gyrB,
rpoD y secA) mostraron una historia evolutiva
similary, por tanto, las filogenias inferidas a partir
de ellos fueron bastante semejantes. Los dife-
rentes géneros y grupos intragenéricos definidos
para la familia Halomonadaceae se conservan al
utilizar estos cinco genes, aunque las posiciones
relativas entre los grupos e incluso las relaciones
dentro de un mismo grupo pueden variar depen-
diendo del gen estudiado. Con estos resultados
concluimos que la transferencia génica horizontal
(HGT) juega un papel importante en la evolucién
de los miembros de la familia Halomonadaceae.
Por otro lado, el gen atpA mostrd una historia
evolutiva diferente con respecto a los otros
genes estudiados, por lo que no es ttil como mar-
cador filogenético en esta familia. El analisis de
la secuencia concatenada de los seis genes mini-
mizd el impacto de posibles eventos de recom-
binacidn al calcular relaciones filogenéticas con
fines taxonémicos y dio como resultado una filo-
genia acorde a la actual situacién taxonémica de
la familia Halomonadaceae. Finalmente, aunque
serfan necesarios otros estudios mediante MLSA
en los que se incluyeran varias cepas de la misma
especie, proponemos el uso de los genes ARNr
16S, gyrB y rpoD como los mas adecuados para
realizar estudios por MLSA en la familia Halomo-
nadaceae.
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Control por fosfato en la
biosintesis del inmunosupresor
tacrolimus en dos especies del
género Streptomyces

Miriam Martinez Castro

Directores: Juan Francisco Martin

y Carlos Barreiro

Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas y
Ambientales, Universidad de Ledn

| tacrolimus, inmunosupresor ampliamente
usado en clinica para evitar el rechazo en los
trasplantes de érganos, es producido por diferen-
tes especies de Streptomyces como “Streptomy-
ces tsukubaensis” y Streptomyces sp. ATCC 55098.

La biosintesis de diversos metabolitos secun-
darios en Streptomyces sdlo se da en condiciones
limitantes de fosfato. La respuesta a la escasez de
fosfato estd mediada por el sistema de dos com-
ponentes PhoR-PhoP. La unién de PhoP ala zona
promotora de ciertos genes (regulén pho) provo-
ca una serie de cambios en la célula encaminados
a la supervivencia a la limitacion por fosfato. La
inactivacion de este sistema en Streptomyces livi-
dansy Streptomyces natalensis favorece la super-
produccién de metabolitos secundarios. Un meca-
nismo similar puede participar en la regulacion de
la biosintesis de tacrolimus en las especies “S. tsu-
kubaensis” y ATCC 55098.

Un primer abordaje al trabajo con las espe-
cies productoras de tacrolimus consistid en el
andlisis de la produccién de dicho inmunosupre-
sor. En el caso de ATCC 55098 se obtuvieron valo-
res muy bajos y poco reproducibles, mientras
que “S. tsukubaensis” presenta unos valores
medios de produccién de 20 mg/l; produccién
que sufre una disminucién ante un aumento del
fosfato y un incremento en presencia de lisina o
agentes estresantes como el DMSO. Ademas, los
posteriores estudios de Biologia Molecular pre-
cisaron la construccién de una genoteca en
SuperCos 1 para ambas especies. Dichas genote-
cas fueron organizadas en placas de microtitula-
cion con el objetivo de facilitar los rastreos de las
mismas (Martinez-Castro et al., 2009).

Para completar los estudios preliminares se
determind la posicién taxondmica de la espe-
cies de interés mediante un andlisis filogenético
basado en la secuencia del ARN ribosomal 16S,
englobado en un estudio taxonémico segun los
parametros de la Taxonomia Polifasica. Dicho
analisis ha permitido definir a Streptomyces sp.
ATCC 55098 [renombrada como Streptomyces
tacrolimicus (Martinez-Castro et al., 2010)] y
“S. tsukubaensis” como especies Unicas del géne-
ro Streptomyces.

El estudio del control por fosfato en S. tacro-
limicus y “S. tsukubaensis” precisé, en primer
lugar, la secuenciacidn del sistema de dos com-
ponentes phoRP en ambas especies. Estos genes
presentan una alta identidad con sus ortdlogos
y la misma organizacién que en otras especies
de Streptomyces. La unién de PhoP a la region
promotora de phoRP en ambas especies, y por
tanto su autorregulacion, ha sido confirmada
mediante experimentos de EMSA.

En S. tacrolimicus la inactivacion del sistema
PhoRP provoca cambios en el patrén de esporu-
lacién en medio TBO. Asi, se ha observado que

los mutantes DphoP y DphoRP presentan un cre-
cimiento anémalo no llegando a diferenciarse a
bajas concentraciones de fosfato. Esto puede ser
debido aineficiente transporte de fosfato al inte-
rior celular. En cambio, si el medio es suplemen-
tado con sales de fosfato las cepas mutadas desa-
rrollan una esporulaciéon adelantada con respecto
ala cepasilvestre. Al igual que ocurre en Bacillus
subtilis, parece probable que en Streptomyces
exista un regulador que tras una situacién con-
tinua de escasez de fosfato frene la respuesta a
esta situacion limite y a su vez active la diferen-
ciacion morfoldgica.

En “S. tsukubaensis” la delecién de phoP y
phoRP mediante REDIRECT no fue posible. Sin
embargo, la disposicién de la secuencia completa
del genoma permitid el estudio de los genes bajo
el control de PhoP mediante experimentos de
EMSA. Asi, se ha detectado que el regulén pho
no estd totalmente conservado entre S. coelicolor
y “S. tsukubaensis”. La respuesta a la escasez de
fosfato mediada por PhoRP es un mecanismo
muy conservado en Streptomyces, pero no asf
los cambios que tienen lugar en la célula, los cua-
les estan mediados por la expresién de los dife-
rentes genes del regulén pho.

Importancia del plasmido
pSymB para la tolerancia
de Sinorhizobium meliloti a
estrés abidtico

Rebeca Pérez Arnedo

Director: Juan Sanjuan Pinilla
Estacion Experimental del Zaidin-
CSIC. Universidad de Granada

Trabajos previos habian evidenciado que la
capacidad de adaptacién de la bacteria a
estrés salino y osmdtico influye sobre el desarro-
llo de la simbiosis Rhizobium-leguminosas. En
este trabajo se determind el papel del pldsmido
simbidtico pSymB de Sinorhizobium meliloti 1021
en la osmoadaptacion de esta bacteria, y se iden-
tificaron genes localizados en dicho plasmido que
son importantes para este proceso. Se sabe
que el plasmido pSymB (1,68 Mb) de S. meliloti
es esencial para esta bacteria y que no puede ser
curada del mismo. Los estudios sobre la capaci-
dad de crecimiento de cepas portadores de dis-
tintas versiones delecionadas de pSymB, en
medios de elevada osmolaridad, junto con estu-
dios transcriptémicos y andlisis in silico permitie-
ron la identificacién de un regién de 200 Kb en
este plasmido que es necesaria para la osmoa-
daptacién de la bacteria y que contiene 2,3 veces
mayor densidad de genes osmorregulados que
el promedio del genoma. Estudios genéticos lle-
varon a identificar el operén formado por los
genes SMb21091 y SMb21092 como importante
parala osmotolerancia de S. meliloti 1021. El ana-
lisis y la caracterizacién genética a través de la
obtencién de mutantes individuales en los genes
SMb21091y SMb21092, permitié observar que
SMb21092 por si sélo no es necesario para la
osmodaptacién de S. meliloti. Por el contrario,
lainactivacién del gen SMb21091 conllevaba una
significativa reduccién de la capacidad de creci-
miento de la bacteria en medios con altas con-
centraciones de NaCl, asi como a una notable

deficiencia de crecimiento a pH moderadamente
4cido y a temperaturas infra y supradptimas de
crecimiento. La complementacién con un gen
SMb21091 silvestre en trans permitia recuperar
los niveles silvestres de crecimiento en tales con-
diciones. Dada laimportancia de SMb21091 para
la tolerancia de S. meliloti a varios estreses abid-
ticos, este gen ha sido renombrado como satM
(salt, acidity and temperatura tolerance). Al con-
trario de lo que cabria esperar, la expresion de
satM parece ser constitutiva. Analisis in silico jun-
to con ensayos de determinacién de la localiza-
cién subcelular de la proteina SatM, sugirieron
que el gen satM de S. meliloti 1021 codifica para
una proteina periplasmica con probable actividad
muramidasa, que podria ser necesaria para
garantizar la 6ptima plasticidad de las envueltas
celulares, particularmente el peptidoglucano y
lamembrana externa, en condiciones ambienta-
les desfavorables. Finalmente, se observd que
satM no parece estar implicado en el estableci-
miento de simbiosis con Medicago sativa, ya que
mutantes en este gen mostraron una capacidad
de formar nédulos fijadores de nitrégeno similar
ala de la cepassilvestre.

Estudio de la produccion
de magnetita por bacterias
y de su aplicacion como
marcador de actividad
biogénica

Teresa Pérez Gonzalez

Directoras: Concepcion Jiménez

Lopez y Maria Teresa Gonzalez

Muioz

Departamento Microbiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad
de Granada

os biomarcadores minerales sirven para evi-
denciar la presencia de vida en muestras de
origen desconocido, tanto terrestres como extra-
terrestres. La magnetita es un éxido de hierro
magnético que se utiliza como biomarcador, en
concreto el mineral producido por bacterias mag-
netotacticas. Esto es debido a que estas magne-
titas poseen unas caracteristicas Unicas que no
estdn presentes en otros tipos de magnetita, tan-
to en las producidas de manera inorgénica como
en las producidas por otras bacterias. Magnetitas
con estas caracteristicas se han encontrado en
un meteorito de origen marciano, lo que se ha
utilizado como prueba de una antigua vida micro-
biana en Marte, esto ha generado un gran debate
en torno a las caracteristicas utilizadas para reco-
nocer la biogenicidad de una muestra. Una de
estas caracteristicas es la pureza quimica, en este
trabajo de investigacidn se han realizado todo
tipo de experimentos de sintesis de magnetita,
de formas inorganica y biogénica, para compro-
bar si esta caracteristica de la pureza quimica es
vélida o no. Gracias a los resultados obtenidos
se ha visto que no es valido, ya que hemos sido
capaces de incorporar cationes en las magnetitas
producidas por bacterias magnetotdcticas.
Por otro lado, en la tierra, aparte de las bac-
terias magnetotacticas otros microorganismos,

B s51:22

AcCtua

L cew

Junio 2011



las bacterias desasimiladoras reductoras del hie-
rro, precipitan magnetita. Estas magnetitas no
son utilizadas como biomarcador porque se las
supone indiferenciables de las magnetitas inor-
ganicas. En esta tesis se ha investigado este tipo
de magnetitas en profundidad y se han visto dife-
rencias con las magnetitas inorganicas pudiendo
utilizarse a partir de ahora como biomarcador.

Por ultimo, en esta tesis hemos perseguido
un objetivo biotecnoldgico. Las magnetitas tie-
nen gracias a sus propiedades magnéticas mul-
titud de usos como nanomaterial. Estas propie-
dades son debidas al tamafo y morfologia de la
particula. Las magnetitas producidas por bacte-
rias magnetotdcticas son las mas apropiadas por
su homogeneidad y facilidad de produccidn. Sin
embargo, su aplicacidn se ve limitada debida a
esta homogeneidad. Se ha conseguido variar las
propiedades magnéticas de las particulas produ-
cidas por bacterias magnetotdcticas incorporan-
do cationes en los cristales. Gracias a esto se abre
el abanico de aplicaciones en las que se pueden
utilizar.

Caracterizacion de la proteina
efectora SteC de Salmonelia
en el modelo eucariético
de levadura

Pablo Fernandez Pinar

Directores: Maria Molina Martin y

Humberto Martin Brieva

Departamento de Microbiologia Il.
Facultad de Farmacia. Universidad
Complutense de Madrid

umerosos factores de virulencia de Salmone-

lla son proteinas efectoras secretadas por
sistemas de secrecion tipo 111 (T3SS) al interior
de la célula hospedadora, que favorecen la entra-
da de la bacteria en el interior de la misma y su
replicacion y supervivencia intracelular. Para ello,
acttian sobre distintos procesos y estructuras
celulares (tales como las rutas de transduccién
de sefiales mediadas por MAP quinasasy el cito-
esqueleto) que estan altamente conservados en
todos los organismos eucaridticos. Este hecho
permite utilizar la levadura Saccharomyces cere-
visiae como modelo de célula hospedadora para
el estudio de dichas proteinas efectoras.

En este trabajo hemos caracterizado la fun-
cién de la proteina efectora SteC de Salmonella
Typhimurium utilizando este modelo. La sobre-
expresion de SteC en levadura es capaz de inhibir
su crecimiento alterando sustancialmente su
morfologia y estructuras del citoesqueleto. Ade-
mas, SteC produce la inhibicién de la ruta de apa-
reamiento mediada por las MAP quinasas Fus3y
Kss1y de la ruta de alta osmolaridad mediada por
la MAP quinasa Hog1. Hemos demostrado que
dicha inhibicién tiene lugar a nivel de la Rho GTPa-
sa Cdc42 mediante la interaccion con su GEF
Cdc24, a través de la regién amino-terminal de
SteC. Esta regidn presenta similitud estructural
a proteinas reguladoras de la sefializacién por
proteinas G (RGS), y de hecho también interac-
ciona con la subunidad a de la proteina G hete-
rotrimérica de la ruta de apareamiento (Gpat).
Esta regién amino-terminal de SteC es asi mismo

responsable de los efectos fenotipicos y de inhi-
bicién del crecimiento observados al sobreex-
presar de SteC en levadura, asi como de su loca-
lizacién membranal. Por consiguiente, utilizando
el modelo de levadura, hemos caracterizado una
nueva regién funcional en la proteina Ste(, esta-
bleciendo un punto de partida para nuevos estu-
dios de esta proteina en células eucaridticas
superiores.

Estudio de la expresion
de enzimas del metabolismo
de aminoacidos en
Lactococcus lactis

Tomas Garcia Cayuela

Directoras: Teresa Requena Rolania

y Carmen Peldez Martinez

Dept. de Biotecnologia 'y
Microbiologia de Alimentos,
Instituto de Investigacién en
Ciencias de la Alimentacion (CIAL),
CSIC-UAM. Dept. de Quimica-Fisica
Aplicada, Facultad de Ciencias,
Universidad Auténoma de Madrid

L a presente Tesis Doctoral describe la influen-
cia de diversos mecanismos de regulacion en
la expresidn de enzimas del metabolismo de ami-
nodcidos y su relacién en el control de la forma-
cion de compuestos volatiles en Lactococcus lac-
tis. Para la consecucidn de este trabajo, se llevé
a cabo el estudio de la expresion de determina-
das enzimas que participan en las rutas de sinte-
sis y degradacién de aminodcidos. El estudio se
realizé integrando observaciones fenotipicas con
andlisis gendmicos y transcriptémicos en estirpes
de L. lactis sometidas a condiciones de crecimien-
to con diferencias en la disponibilidad de amino-
acidos, especialmente los de cadena ramificada
(BCAAs), dado su marcado cardcter regulador.

En primer lugar, se estudio en L. lactis IFPL730
el efecto del contenido en BCAAs en el medio de
crecimiento sobre la expresién de genes que
estdn relacionados con el catabolismo de aminod-
cidos y la formacién de compuestos representa-
tivos del aroma en queso (araT, beaT, kivD, ytjE 'y
panE). La carencia o ausencia de BCAAs en el
medio de crecimiento determind cambios en la
expresion de estos genes, probablemente con-
trolados bajo el mecanismo de regulacién global
del metabolismo del nitrégeno ejercido por CodY.
Los cambios genéticos observados en estas con-
diciones de crecimiento repercutieron en el perfil
de compuestos volatiles producidos por L. lactis
IFPL730.

En segundo lugar, se caracterizd la respuesta
en el metabolismo de aminoacidos de L. lactis a la
carencia de isoleucina en el medio de crecimiento
mediante un estudio genémico-transcriptémico.
El andlisis gendmico se realizé para investigar la
organizacién del genoma de L. lactis IFPL730
mediante hibridaciéon genémica comparativa
(CGH), utilizando un microchip con los genomas
de L. lactis 1L1403 y L. lactis SK11. El andlisis por CGH
mostro la variabilidad genética existente entre las
tres cepas de L. lactis, revelando la existencia de
diversidad tanto de genes como de regiones inter-

génicas. La respuesta a la carencia de isoleucina
fue evaluada mediante un estudio transcriptémico
sobre L. lactis 1L1403 e IFPL730 en diferentes eta-
pas del crecimiento. Se mostrd una variabilidad
en la expresién de genes implicados en la hidrdlisis
de péptidos y el transporte de péptidos y amino-
4cidos en respuesta a la ausencia de isoleucina.
También se estudid la expresidn variable de genes
involucrados en la biosintesis de isoleucina en las
dos estirpes y en diferentes estados celulares.
Ademads, se observd la existencia de un complejo
mecanismo que regulaba la respuesta génicaala
carencia de isoleucina en L. lactis, implicando a
varios reguladores y conectando el metabolismo
del nitrégeno y del carbono.

Por ultimo, se caracterizaron los mecanismos
genéticos relacionados con la regulacién de la
region promotora del gen kivD de L. lactis IFPL730.
Esta region posee dos presuntas secuencias con-
senso de promotores con polaridad divergente,
una en direccién al gen kivD y la otra en la direc-
cién opuesta delante de un operén compuesto
por los genes reguladores rmaF y rIrC. Ademas,
en esta regiéon se encuentran una presunta
secuencia de reconocimiento para la unién con
el regulador CodY (caja CodY) entre las regiones
-10'y -35 del promotor Py;, p Y una secuencia repe-
tida inversa (RI) cerca de la regién -35 del promo-
tor PRmaF-Rirc: Se procedid a la fusién transcrip-
cional de esta region promotora en un vector de
expresién en L. lactis, que se construyd para la
realizacion de este estudio con los genes que
codifican las proteinas autofluorescente roja
(mRFP) y verde (GFP), organizados en sentido
divergente. Los resultados obtenidos permiten
concluir que los reguladores RmaF y RIrC repri-
men la expresién de la regién promotora del gen
kivD. Ademads, se comprobd que la expresién de
laregién promotora del gen kivD dependia de la
secuencia correspondiente a la caja CodY y de
la secuencia Rl y que la influencia ejercida por
estas regiones dependia del contenido en BCAAs
en el medio de crecimiento.

Epidemiologia molecular
de virus causantes
de gastroenteritis y hepatitis
en Cataluia

Unai Pérez Sautu

Directores: Albert Bosch Navarro y

Rosa Maria Pint6 Solé

Departamento de Microbiologia,
Universidad de Barcelona

L os virus entéricos humanos se convierten en
contaminantes del medio acuatico debido a
que son excretados en grandes cantidades por
los individuos infectados y a que los mecanis-
mos de depuracion de aguas residuales actuales
no aseguran una completa eliminacién de los
mismos. Un importante ndimero de los brotes
de gastroenteritis de origen hidrico documen-
tados estdn relacionados con norovirus (NoV)
y sapovirus (SaV) humanos. Se realizé un estu-
dio de la cuenca del rio Llobregat basado en un
muestreo mensual de diferentes puntos a lo lar-
go del mismo, con el objetivo de estudiar el papel
de estos virus como contaminantes bioldgicos de
nuestros rios. Ademas, se estudiaron también
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muestras procedentes de una estacion depura-
dora de aguas residuales (E.D.A.R.) y de una plan-
ta de tratamiento que emplea el mencionado rio
como fuente para la produccién de agua potable.
Todas las muestras se concentraron y se some-
tieron a técnicas de Real-Time RT-PCR especificas
para detectar ambos virus. Se detectaron eleva-
das concentraciones de NoV y SaV tanto en mues-
tras de aguas residuales como de agua de rio.
Todas las muestras de agua de consumo resulta-
ron negativas para ambos virus. Tanto NoV como
SaV fueron detectados a lo largo de casi todo el
periodo de estudio (Noviembre 2007 - Abril 2009)
con una mayor concentracién general durante la
estacion fria. Se observé un claro descenso en
la concentracién de ambos virus en los meses
de verano (Julio y Agosto) en todas las clases de
muestras positivas. Ambos virus se mostraron
parcialmente resistentes al efecto depurador de
los procesos de la E.D.A.R. estudiada. El genoti-
po de SaV mas prevalente fue el Gl.2. En el caso
de NoV el genotipo mas prevalente fue el GI.4.
Se detectaron ademas por primera vez en el
medioambiente diferentes variantes de la cepa
pandémica de NoV de genotipo I1.4, corroboran-
do su circulacién en la poblacién en el periodo
estudiado. Estos datos ponen de manifiesto la
importancia de de NoV y SaV como contaminan-
tes bioldgicos del rio Llobregat, y sefialan aambos
como unos patégenos humanos con una elevada
prevalencia medioambiental.

Entre los diferentes origenes de la infeccién
por el virus de la hepatitis A (HAV), destaca la
introduccién del virus desde dreas endémicas
mediante el consumo de alimentos contamina-
dos, los viajes a dichos destinos y los flujos de
inmigracion desde los mismos. Otro de los grupos
de riesgo son los hombres homosexuales activos
(MSM), entre los cuales han tenido lugar en los
ultimos anos importantes brotes en diferentes
paises de Europa. En este contexto se realizé un
estudio de muestras de pacientes IgM+ para el
HAV provenientes de casos esporddicos y brotes
ocurridos en la comunidad auténoma de Catalufia
en el periodo 2005-2009. Por otro lado, se quisie-
ron estudiar también las caracteristicas antigéni-
cas de las cepas circulantes del virus con el obje-
tivo de conocer su potencial para actuar como
reservorio de nuevas variantes antigénicas que
pudieran escapar a la proteccion ofrecida por las
vacunas actuales. Para ello, las cepas aisladas en
el estudio epidemioldgico se caracterizaron mo-
lecularmente y sus secuencias de aminodacidos se
compararon con las de las cepas HM-175 y GBM,
constituyentes de dos de las vacunas comerciales.
En el estudio epidemiolégico, la mayoria de cepas
aisladas se pudieron caracterizar como relaciona-
das con viajes, inmigracién e importaciones de ali-
mentos desde dreas endémicas, ademas de cepas
endémicas circulantes entre la poblacién MSM.
El 48% de las cepas pertenecian al genotipo IA, el
40% al genotipo IB y el 2% al genotipo IlIA. El 10%

restante pertenecia a un subtipo indeterminado
equidistante del los genotipos IAy IB que nos-
otros proponemos como un posible nuevo geno-
tipo (IC). Entre todas estas cepas se aislaron seis
variantes antigénicas potencialmente capaces de
escapar a la proteccidn ofrecida por dos vacunas
actuales, la mayoria de ellas en el grupo MSM.
Estos datos indican que las cepas del HAV circu-
lantes en la poblacién de Catalufia tienen el poten-
cial de actuar como reservorio de nuevas varian-
tes antigénicas, especialmente en aquellos grupos
de riesgo donde se puede dar la coincidencia de
factores tales como una vacunacién inadecuada y
una situacion de inmunosupresién. Algunas de
estas variantes antigénicas pueden tener capaci-
dad de resistencia frente a ciertos preparados
vacunales actuales asi como una capacidad de
proliferar en presencia de anticuerpos superando
a la cepa salvaje HM-175, lo que indica que una
vez seleccionadas en un individuo inadecua-
damente vacunado y con un cierto grado de
inmunosupresion, tales como los pacientes HIV+,
podrian propagarse a otros individuos. Es conve-
niente por tanto dirigir hacia los distintos grupos
deriesgo programas de vacunacion especificos, y
en el caso del grupo MSM, informacién sobre
practicas sexuales de riesgo. Ademas, y muy par-
ticularmente entre los individuos MSM HIV+, se
deben hacer esfuerzos para completar los calen-
darios de vacunacién debido a su menor nivel de
respuesta inmune.

Socios colaboradores de los Grupos Especializados de la SEM:

o AGBAR, S.A.

« BIOETANOL GALICIA
« EMASA

« EMASESA
 Gamaser, S.L.

« Iberdrola, S.A.

« Instituto Tecnolégico
Agroalimentario

o Iproma, S.L.

« Laboratorios Microkit S.L.

Publicacion de resimenes de Tesis Doctorales

« Laboratorio Municipal de Vigo
Millipore Ibérica, S.A.

THOR Especialidades, S.A.

« VWR International Eurolab, S.L.
 Asociacion Grupo Bioindicacion

Actualidad SEM publica resimenes de Tesis Doctorales realizadas o dirigidas por miembros de la SEM. Deben
enviarse a la Secretaria de la SEM o al Director por correo electrdnico, siguiendo el formato: Titulo, Autor, Director(es),
Centro de redlizacién, Centro de presentacion (si es distinto) y Resumen (maximo, unas 500 palabras). El resumen que
se envia a la base de datos Teseo es apropiado también.

Actualidad SEM se reserva el derecho a no publicar la informacidn si el resumen es excesivamente largo o el tema
del trabajo no guarda suficiente relacién con la microbiologia.

B 5124

ACtua

Junio 2011





